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РЕФЕРАТ

Отчет на  с 31., рис 4 , таблица 0 , источников 42, приложения 1
Иммунные онкогены – новая мишень противораковой терапии.
Ключевые слова: онкогены. естественные киллерные клетки. c-kit-протоонкоген,.c-myc- протоонкоген. Злокачественное новообразование. 
Объектом исследования является механизм нарушения естественных киллерных клеток (ЕК) при онкологическом процессе. 

Цель работы: оценка экспрессии c-kit-протоонкогена и c-myc- протоонкогена.в ЕК периферической крови  здоровых доноров и онкологических больных.  
Результаты исследования. 

1. Проведен  анализ экспрессии прото-онкогенов c-myc и c-kit в ЕК у здоровых доноров. Были проведены исследования экспрессии прото-онкогена c-kit в ЕК у онкологических больных с раком легких и желудочно-кишечного тракта двумя методами: Smart Flare с использованием проточной цитометрии and Real-Time PCR. Сравнительный анализ выявил достоверную разницу между экспрессией mRNA c- kit прото-онкогена в EK клетках  периферической крови  здоровых доноров и онкологических больных. Результаты показали резкое снижение экспресии mRNA c- kit в естественных киллерных клетках у онкологических больных, независимо от локализации, степени роста и стадии развития заболевания.
Выделение ЕК проводилось методом негативной иммуно-магнитной сепарации на основе экспрессии поверхностных специфических маркеров и проточной цитофлуориметрии для подтверждения чистоты клеток. 

Новизна исследования заключается в том, что роль онкогенов и онко-супрессоров интенсивно изучается в развитие опухоли; однако их роль в дефектах иммунных клеток при канцерогенезе и росте опухоли и прогрессировании нигде и никогда не изучалась. Проект основан на новой концепции связи онкогенов с иммунными дефектами при раке. В настоящий момент проводится  анализ и выявляются нарушения экспрессии прото-онкогена c-kit в ЕК у онкологических больных с раком легких и желудочно-кишечного тракта. Имеющиеся данные уже  позволяют делать выводы о резком снижении экспрессии  ЕК у онкологических больных.  
Область применения. Результаты данного инновационного исследования чрезвычайно важны для понимания патогенетических нарушений при онкопроцессе, связанных с иммунологической недостаточностью для последующей коррекции выявленных нарушений для нужд  таргетной терапии. 
Работа выполнена в  полном соответствии с календарным планом.

РЕФЕРАТ
Есеп  31 б., 4 сурет,  0 талица, 42 қолданған әдебиеттер, қосымша 1 
Иммундық онкогендер – ісікке қарсы терапияның жаңа нысанасы.
Кілттік сөздер: онкогены. Табиғи өлтіргіш жасушалар. c-kit-протоонкоген,.c-myc- протоонкоген. Қатерлі ісік (обыр).

Зерттеу объектісі  - қатерлі ісік аурулардың табиғи өлтіргіш жасушаларының бұзылуы механизімі.

Жұмыс мақсаты: c-kit-протоонкоген,.c-myc- протоонкоген экспрессиясын сау және қатерлі  ісік ауруға шалдыққан адамдардың шеткі аймақтағы қанынан алынған табиғи өлтіргіш жасушаларда анықтау.
Алынған нәтижелері мен жаңалығы.  Сау адамдардың шеткі аймақтағы қаннында табиғи өлтіргіш жасушалардағы (ТӨЖ) c-myc және c-kit протоонкогендердің экспрессиясы анықталды. С-kit протоонкоген сау адамдардың және өкпе, шек-ас-қазан қатерлі ісік ауруларда екі әдіспен зерттелді. Протоонкогендердің экспрессиясы Real-Time PCR және SmartFlare әдіспеп анықталды. Cалыстырмалы талдау  mRNA c- kit экспрессиясы ауру адамдардың табиғи өлтіргіш жасушаларында едәуір төмен екенін көрсетті.  Бұл төмендеу көрсеткіштері ісіктің орналасқан жеріне, өршу дәрежесіне байланысты еместігі аңғарылды. ТӨ жасушалар жаңа иммунологиялық иммундық магнит әдісімен алынды, жасушалардың таза бөліп алынғанын дәлелдейтін ағымды цитофлуориметрия әдістемесі.

Бұл жұмыстың жаңалығы – әлем бойынша алғашқы рет иммундық жасушаларда c-myc және c-kit протоонкогендердің экспрессиясы зерттелүнуде. Бұл онкогендер бұрын-соңды тек ісіқ жасушаларда ғана  қарастырылған, және де қатерлі ісіктің осы онкогендердің мутацияға  ұшырау арқылы пайда болатыны дәлелденген. Бұл Жоба қатерлі ісік кезіндегі иммундық ақаулар онкогендермен байланысты деген жаңа концепцияға негізделеді. Қазірігі кезде өкпе және шек-ас-қазан қатерлі ісік аурулардың табиғи өлтіргіш жасушаларда c-myc және c-kit экспрессиясы зерттеліп жатыр. Мәліміттер толық алынбағанның өзінде онкогендердің ісік аурулардың ТӨЖ-рында мРНК-сы кұрт төмендеу аңғарылып тұр. 
Қолданылу аймағы. Бұл инновациялық жобаның, иммундық дәрменсіздігімен байланысты,  қатерлі ісік пайда болуының  патогенез механизімін айқындауға қажеттілігі өте зор. Және де алынған нәтижелерің негізінде нысаналы терапияға арналған вакциналарды дайындауға мүмкіндік ашылады

Жұмыс күнтізбелік жоспарға сәйкес орындалды. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с ссотвествующими определениями.
C-r - злокачественное новообразование
ЕК  (NK) – естетсвенные киллерные клетки  (natural killer cell)

CD - Кластер дифференцировки (англ. cluster of differentiation, cluster designation; сокращённо CD) — номенклатура дифференцировочных антигенов лейкоцитов человека. 
CD117 (с-kit)  – рецептор тирозин киназы III типа, прото-онкоген 

c-kit - Прото-онкоген
c-Myc - Прото-онкоген
СD56 – поверхностный рецептор ЕК

SCF - Stem cell factor (фактор стволовых клеток), лиганда для с-kit-рецептора

TRIzol™ - тризол, гуанидин тиоцианат-фенол-хлороформная экстракция, раствор, используемый для экстракции РНК

Dynabeads - парамагнитные полистирольные микрочастицы

DynaMag™-5 Magnet - магнит 

Fetal Bovine Serum фетальная телячья сыворотка

Ficoll-Paque™ PLUS - фиколл. Синтетический  полимер, образованный  остатками сахарозы и эпихлоргидрина; используется в качестве среды  для  центрифугирования  в  градиенте  плотности

ДНК (DNA)  - дезоксирибонуклеиновая кислота
мРНК (mRNA) – матричная Рибонуклеиновая кислота
Real-Time PCR (qRTPCR) - ПЦР – количественная полимеразная цепная реакция
MFI – mean fluorescence intensity (средняя интенсивности свечения)
ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день проблема злокачественных новообразований  остается одной из самых серьезных медицинских проблем. В Казахстане смертность от онкологических заболеваний, как и во всем мире, занимает второе место в структуре смертности.  Лидирующее положение среди них занимают рак легкого и рак желудка – 40%.  Совершенствование хирургических методов лечения и интенсивная  разработка новых противоопухолевых препаратов не снижает уровень смертности от онкологических заболеваний. Отсутствие патогенетических подходов в лечении злокачественных новообразований  является причиной неэффективности лечения больных раком. Результаты многолетнего  обследования онкологических больных выявили тесную взаимосвязь  между снижением цитотоксичности естественных киллерных клеток (ЕК-цитотоксичности), клеток первой линии защиты в противоопухолевом иммунитете, и возникновением злокачественных новообразований. Механизм нарушения цитотоксической функции ЕК, однако, до настоящего времени не ясен. Экспериментальные исследования костного мозга мышей при индуцированном канцерогенезе выявили нарушение дифференцировки ЕК [1-3]. Естественные киллерные клетки периферической крови больных раком также экспрессировали фенотипические маркеры незрелых клеток [4, 5]. Эти данные легли в основу гипотезы о нарушении созревания ЕК при опухолевом процессе. Для получения ЕК популяции из гемопоэтических предшественников крови требовалась транс-презентации мембрано-связанного (мб) ИЛ-15 [6]. ИЛ-15 в ЕК усиливает с-kit экспрессию синергично со Stem cell factor (SCF) – лигандом для с-kit-рецептора [7]. ЕК клетки не гомогенны по своему составу [8]. Различают 4 стадии созревания ЕК. Дискриминирующим маркерм созревания наряду с другими служит экспрессия CD117 (с-kit) [9, 10]. По экспрессии не строго специфического, но характерного маркера для ЕК - СD56, киллерные клетки делятся на CD56bright  и CD56dim ЕК [11]. С-kit (CD117) характерен для незрелых клеток и экспрессируется, главным образом, на костно-мозговых клетках-предшественниках. Его экспрессия репрессируется у зрелых клеток (12). В отличие от других зрелых лимфоидных клеток, CD56bright ЕК – продолжает экспрессировать c-kit за пределами костного мозга и лимфатических узлов [13]. С-kit исчезает при созревании CD56bright в CD56dim ЕК [14]. С-kit играет очень важную роль в жизнеобеспечении ЕК. Он отвечает за пролиферацию, созревание, миграцию, апоптоз в ЕК [15-18]. Увеличение c-kit-позитивных ЕК обнаруживалось у мышей с индуцированной опухолью, что еще раз подтверждает связь карциногенеза с активацией прото-онкогена c-kit.
SCF, специфический лиганд для c-kit рецептора, регулирует также продукцию перфорина, который представляет собой литические гранулы, опосредующие цитотоксическую функцию ЕК [19]. SCF отвечает за дифференцировку CD117highCD94neg клетки в CD117neg/low CD94+ клетки. Этот процесс сопровождается синтезом и активацией основных компонентов цитотоксической реакции – катепсина С, гранзима В и перфорина. [20].
SCF экспрессируется не всеми ЕК, но в субпопуляциях CD56+CD16-, CD56-CD16+, CD56-CD16- [21].  В собственных исследованиях мы показали аутокринную продукцию SCF в с-Kit+  позитивной фракции ЕK, в то время как в Kit- негативных ЕК SCF не выявлялся [22]. 
В течение десятилетий интенсивно изучалась роль дерегулированной экспрессии онкогенов и генов-супрессоров опухолей при развитии опухолей. Однако экспрессия онкогенов и их потенциальная роль в дефектах иммунных клеток при канцерогенезе и прогрессировании опухоли не были тщательно оценены. Дефекты в протоонкогенах хорошо документированы и оцениваются в основном в опухолевых клетках, несмотря на то, что протоонкогены экспрессируются во всех клетках, включая клетки иммунной системы. В этом проекте ключевые исследования иммунно-опосредованных заболеваний, которые могут быть связаны с сигнальными путями онкогена, переориентированы, чтобы обеспечить основу для понимания эффектов онкогенов в дисфункции иммунной системы, связанной с раком.
Роль иммунной системы в контроле над прогрессированием опухоли и ее распространением в организме в настоящее время уже установлена. Было показано, что противопухолевая эффективность химиотерапевтических препаратов требует участия иммунных клеток и факторов (23). Иммунологический статус имеет первостепенное значение для ответа пациента на лечение. Общепринято полагать, что снижение функции иммунной системы у больных раком является результатом развития опухоли. Однако резекция первичной опухоли часто не изменяет клинический результат, и появление метастазов неизбежно. Опухолевые клетки могут быть устранены только тогда, когда иммунные ответы являются адекватными. Терапия, предназначенная для индуцирования противоопухолевого ответа с использованием иммунной системы, известна как опухолевая иммунотерапия. До сих пор онкологическая иммунотерапия использовала огромный набор терапевтических средств, включая вакцины, моноклональные антитела, цитокины, адоптивный перенос клеток (24-26). Несмотря на это, иммунотерапия рака на сегодняшний день остается мало эффективной. Большие ожидания, связанные с использованием ИЛ-2 в качестве иммунотерапии опухоли, не были оправданы (27, 28). Причиной такой неэффективности является недостаточность наших знаний о механизмах иммунных дефектов при раке. Многие опухоли зависят от инициирующих онкогенов. Основной догмат молекулярной онкологии утверждает, что опухоли остаются зависимыми от активности онкогенов, которые приводят к росту опухоли (29). Но вопрос о том, существует ли связь между дефектами иммунной системы и экспрессией онкогена в иммунных клетках, до сих пор не обсуждался.
Протоонкогены в норме участвуют в клеточной дифференцировке, росте, пролиферации и апоптозе, но в случае мутации или гиперэкспрессии могут быть причиной  злокачественной трансформации нормальных клеток (30). Развитие и прогрессирование опухоли связано с локальной и системной супрессией и дисрегуляцией иммунной системы. Иммунные механизмы играют неотъемлемую роль в формировании микроокружения опухолей, роста опухоли и образовани метастазов (31). Основная причина иммунных аномалий при раке часто связывается с супрессорными факторами, продуцируемыми опухолевыми клетками или ассоциированными с опухолью иммунными и стромальными клетками. Роль онкогенов и онко-супрессоров оценивается и изучается при развитии опухолей, однако их роль в дефектах иммунных клеток при канцерогенезе и прогрессировании опухоли не изучена. Прото-онкогены оценивались в основном в раковых и пред-раковых клетках, несмотря на то, что они экспрессируются почти во всех клетках, включая клетки иммунной системы. Имеется мало сообщений, посвященных иммуномодулирующим механизмам онкогенов, экспрессируемым в раковых клетках, иммунных клетках или в микроокружении опухоли.

Канцерогеннный процесс обусловлен прогрессирующим накоплением онкогенных мутаций и эпигенетических аберраций в экспрессии многих генов с различными функциями. Несмотря на множественные мутации и эпигенетические аберрации, восстановление небольшой группы этих генов часто значительно ослабляет рост опухоли. Это является основой постулата «онкогенной зависимости» - “oncogene addiction” (32, 33), что подчеркивает обманчивую зависимость рака от большого числа генов для сохранения злокачественного фенотипа (34, 35). Онкогенная зависимость традиционно считается неотъемлемой характеристикой клетки, такой как пролиферативный арест, апоптоз, дифференцировка и клеточное старение. Однако недавно полученные данные свидетельствуют о том, что онкогенная зависимость может также зависеть от механизмов иммунной системы, включая специфические иммунные эффекторные клетки и цитокины, регулирующие старение раковых клеток и связанный с опухолью ангиогенез (36). Предварительные данные показывают, что удаление одного онкогена может вызвать гибель опухолевых клеток внутриклеточным механизмом, который сопровождается высвобождением ассоциированных с опухолью антигенов, цитокинов и иммуномодуляторов, которые активируют антигенпредставляющие клетки и стимулируют противоопухолевые иммунные ответы (37). Целенаправленная инактивация MYC, BCR-ABL или HER2 / neu онкогенов коррелирует с CD4 + T-клеточной инфильтрацией опухоли, с экспрессией TGF-β и ингибированием роста опухоли (38-40). Кроме того, протоонкогены экспрессируются повсеместно во многих типах клеток, включая иммунные клетки, и их удаление или инактивация могут оказывать прямое действие на иммунные клетки в различных патофизиологических условиях.

Важное клиническое значение имеет понимание того, как молекулы, воздействующие на онкогены, могут использовать контекстно-зависимые клеточные функции. Увеличение наших знаний об онкоген-зависимых путях в иммунных клетках даст направление для нового терапевтического применения существующих и новых препаратов при различных иммуно-опосредованных заболеваниях, включая рак.

Новизна и значимость. Проект основан на новой концепции онкоген-ассоциированных иммунных дефектов при раке. Этот проект, основанный на наших, недавно опубликованных данных. В Проекте предполагается подтверждение снижение онкогенов c-myc и c-kit мРНК в человеческих ЕK-клетках при раке как на уровне mRNA, так и впервые будет исследован уровень  белка этих онкогенов и ассоциированные нарушения передачи сигнала в тех же клетках. Другим новаторским и клинически важным аспектом наших предлагаемых исследований является c-Myc сигнальная трансдукция в ЕK-клетках у больных раком. Нарушение иммунной защиты при раке является одним из ключевых механизмов канцерогенеза. Исследования в этой области интенсивно проводятся во всем мире и ускоренно развиваются новые и эффективные иммунотерапевтические подходы. Однако новый аспект этой области - взаимосвязь между экспрессией онкогенов и дефектами в иммунной системе - еще не привлек к себе должного внимания и пока еще широко не обсуждается. И это, несмотря на то, что понимание этого нового пути ассоциированной с раком иммунной дисфункции, имеет широкие клинические последствия. Примером может быть предположение, что механизмы «онкоген-целевой -таргетной лекарственной терапии» могут перекрываться с иммунотерапией. Наконец, предлагаемый проект также предложит новый параметр для улучшения развития связанной с раком «оценки иммунной системы», которая была начата в ведущих онкологических центрах в США и Европе, задача которой поднять на следующий уровень диагностику, прогнозирование и отбор онкологических пациентов для специфической терапии. Участие в этой инициативе чрезвычайно важно и престижно.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Методические  и теxнические подходы обусловлены поставленными  задачами. 

1. Материалы и МЕТОДЫ

1.1 Реагенты
Выделение клеток проводилось с помощью следующих реагентов: 

1 Реагент 12303D, Life Technologies (CША) DynaMag™-5 Magnet необходим для магнитного разделения меченых микрочастицами клеток

2 Реагент 11349D, Life Technologies (CША) Dynabeads® Untouched™ Human NK Cells  применяется для выделения естественных киллерных клеток (ЕК)
3 Реагент 15596026, Life Technologies (CША) TRIzol™ Reagent требуется для выделения  клеточного РНК 
4 Реагент 17144002, Life Technologies (CША) Ficoll-Paque™ PLUS Recognized standard in laboratories worldwide for isolation of human lymphocytes from peripheral blood  используется для выделения мононуклеарной фракции клеток из периферической крови

5 Реагент 26140087, Life Technologies (CША) Fetal Bovine Serum, Qualified, US Origin, Standard (Sterile-Filtered) – фетальная сыворотка добавляется в качестве питательного компонента при культивировании клеток и выделения ЕК клеток с помощью Dynabeads® Untouched™ Human NK Cells
6 Реагент Кат№ 130-091-332, Miltenyibiotec –СД117 микрочастицы для выделения c-kit позитивной фракции ЕК Проведение Real-Time PCR проводилось с помощью следующих реагентов: 

7 Набор реагентов для научных исследований № 4351372 (Assay ID Hs01030226_m1), Life Technologies (CША)
8 Набор реагентов для научных исследований № 4351372 (Assay ID Hs01030231_m1), Life Technologies (CША)

9 Набор реагентов для научных исследований № 4331182 (Assay ID  Hs99999909_m1), Life Technologies (CША)
10 TaqMan® PreAmp Master Mix  40 rxn

11 TaqMan® PreAmp Master Mix Kit (includes Gene Expression Master Mix)  40 rxn

12 High Capacity RNA-to-cDNA Kit  50 rxn

13 TaqMan® Universal Master Mix II, with UNG  1х1 ml -40 rxn
14 Smart Flare c-Kit Human, Cyanine 5, Smart Flare KIT (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).
15 Smart Flare c- MYC Human, Cyanine 5, Smart Flare KIT(Merck Millipore, Billerica,MA, USA).
16 Scramble control for specificity; 

17 Housekeeping control—the 18 s gene.
i. .
1.2  Оборудование
Центрифуга лабораторная Sigma универсальная
Лабораторная центрифуга MiniSpin
Ламинарный стерильный бокс 
Проточный цитофлуориметр 

СО2-инкубатор (Memmert, Германия), 
инвертированный микроскоп, 
деионизатор воды 
перистальтический насос (Millipore, США)

Rotor Gene Q (QIAGEN) установка для проведения Real Time PCR  
1.3  МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
1.3.1 Способы выделения клеток
Анализ общего пула клеток без учета их субпопуляционной гетерогенности не дает возможности выявить имеющиеся функциональные дефекты клеточного иммунитета, которые, возможно, связаны с нарушением активности их весьма малочисленных, но играющих важную роль субпопуляций. Эти субпопуляции необходимо вычленить из совокупной клеточной массы клеток для скрупулезного изучения. Выделение клеток проводится современными иммунологическими методами, включающими: иммуно-микромагнитную сепарацию клеток на основе экспрессии поверхностных специфических маркеров и проточную цитофлуориметрию для подтверждения чистоты клеток. Выделение клеток включает несколько этапов. 1) Выделение мононуклеарной фракции клеток из 10-20 мл периферической крови градиентным центрифугированием на перколе или фиколе плотностью 1,077. 2) Выделение общей популяции клеток методом негативной иммуно-магнитной селекции. с последующим разделением клеток в магнитном поле. 3) выделение c-kit(+) субпопуляции. 
1. Используется для выделения мононуклеарной фракции фиколл ρ = 1,077 г/см3. Кровь наслаивают на градиент фиколла, центрифугируют 45 мин при 400 g. После центрифугирования получают кольцо мононуклеарных клеток, а в осадке находятся эритроциты. Полученное кольцо мононуклеарных клеток отбирают в чистую пробирку и отмывают культуральной средой. Клетки дважды отмывают, центрифугируя 10 мин при 200 g. 
2. Магнитная сепарация клеток основана на использовании парамагнитных бус (микросфер), покрытых моноклональными антителами против поверхностного антигена, специфичного для интересующих клеток, в данном случае ЕК. Магнитные бусы различных производителей имеют различный диаметр. Они невидимые под микроскопом, не травмируют клетки. Поскольку размер микросфер очень мал, то для удержания меченых клеток необходимо мощное магнитное поле. Метод позволяет осуществлять выделение нужной популяции клеток из цельной крови или мононуклеарной суспензии. Частицы добавляют непосредственно к образцу. После инкубации с микробусами пробирка с клетками помещается в магнитный сепаратор, где популяция ЕК клеток, связанная с магнитными частицами, прилипает к стенке пробирки, а в супернатанте остаются все остальные клетки, не связавшиеся с микробусами. Выделенные целевые ЕК клетки затем ресуспендируют в буфере. Иммуномагнитные микробусы позволяют провести положительную или отрицательную селекцию целевых клеток (как из клеточной суспензии, так и из цельной крови). При положительной селекции выделяемые клетки связываются с бусами, покрытыми моноклональными антителами, поверхностными маркерами данного типа клеток, а лишние не-ЕК клетки удаляются. При отрицательной селекции с магнитными микробусами, нагруженными моноклональными антителами, связываются с клетками, которые нужно удалить, т.е. не-ЕК (Т -, В - лимфоциты, моноциты и т.д.). Выделяемая популяция ЕК клеток остается в клеточной суспензии. Оба типа селекции можно провести двумя способами. 1). Прямой метод - клетки инкубируют с микробусами, нагруженными моноклональными антителами к поверхностным клеточным антигенам. 2). Непрямой метод - клетки на первом этапе инкубируют с первичными антителами к клеточным антигенам, которые бывают: а) немечеными; б) конъюгированы с биотином; в) конъюгированы с флюорохромом. На втором этапе клетки инкубируют: а) с вторичными антителами к иммуноглобулину, в случае использования неконъюгированных первичных антител; б) антителами к биотину или микробусами, конъюгированными со стрептавидином, в случае использования первичных антител, конъюгированных с биотином; в) антителами к флюорохрому, в случае использования первичных антител, конъюгированных с флюорохромом. Существует несколько типов парамагнитных бус. 1. Частицы, конъюгированные с первичными антителами. Они уже готовы к использованию, связанные с антителами, специфичными к поверхностным маркерам клеток. 2. Частицы; конъюгированные с вторичными антителами. Это частицы, позволяющие использовать первичные антитела любого происхождения (мышиные, крысиные, кроличьи) для выделения целевой популяции клеток. 3. Неконъюгированные бусы для прямого связывания специфических антител и лигандов.
Метод позволяет получить высокоочищенные фракции меченых или немеченых клеток с оптимальным выходом. При этом клетки остаются жизнеспособными для последующих экспериментов. Очистка клеток занимает 30-40 мин. Полученные клетки можно исследовать с помощью микроскопии, метода проточной цитометрии и других методов иммунного анализа. ЕК в крови человека в норме составляют от 5 до 20% периферических лимфоцитов. 

Различают колоночный и бесколоночный методы магнитной сепарации. В отличие от колоночного метода выделения клеток, иммуномагнитная сепарация с использованием реагентов фирмы Dynal более предпочтительна из-за быстроты и меньшей травматичности. Метод магнитного сепарирования, основанный на применении Dynabeads, позволяет получить выход клеток более 95%, чистота выделенной фракции составляет более 99% с сохранением жизнеспособности клеток. Достоинства метода: высокий уровень корреляции с проточной цитометрией, высокая чувствительность, экономичность, поскольку нет необходимости в дорогостоящем оборудовании, быстрота, короткое время выделения. 
Два метода разделения: позитивное и негативное используются в зависимости от цели исследования. Позитивное выделение клеток - это прямое выявление целевых клеток из любого образца. При негативном выделении клеток целевые клетки не связываются с антителами во время процедуры выделения. В этом случае целевые клетки остаются несвязанными с микробусами и могут быть использованы для последующего выделения клеточных субпопуляций. Поскольку нашими целевыми клетками является малочисленная субпопуляция ЕК, мы использовали негативный метод изоляции. В результате выделяется фракция ЕК, несвязанных с микробусами. ЕК, выделенные методом негативной сепарации в дальнейшем используются для выделения из нее незначительной субпопуляции c-Kit позитивных ЕК.

3. Прото-онкоген c-kit (CD117) является маркером незрелости, который экспрессируется, в основном, на костно-мозговых клетках-предшественниках. Он исчезает по мере созревания клеток. Среди зрелых лимфоидных клеток, CD56bright ЕК - уникальная популяция, экспрессирующая c-kit. С-kit исчезает при дальнейшей дифференцировке CD56bright в CD56dim ЕК. Важная роль c-kit в жизнедеятельности ЕК хорошо изучена. Он отвечает за пролиферацию, созревание ЕК. CD56brightc-kit(+) субпопуляция очень малочисленна и составляет 45% всех CD56bright, которые, в свою очередь, составляют лишь 10% от всех ЕК. С-kit(+) субпопуляция клеток извлекаетя  из общей популяции клеток методом позитивной иммуно-магнитной селекции с помощью CD117 антител. Фенотип клеток подтверждается экспрессией  специфических клеточных маркеров. Все процедуры оптимизируются для исследуемых образцов.
1.3.2 Выделение РНК
Выделение и очистка нуклеиновых кислот - важные этапы в молекулярно-генетических исследованиях. Известны различные методы выделения и очистки нуклеиновых кислот. Многие методы характеризуются неудобством применения из-за потерь нуклеиновых кислот и длительности процедур (центрифугирование в ступенчатом градиенте хлористого цезия, хроматография на колонках). 
Одним из современных, удобных и простых методов выделения геномной ДНК из клеток человека является TRIzol® метод. Этот метод используется при одновременном выделении из клеток тотальной клеточной РНК, геномной ДНК и суммарных белков. 
TRIzol® -это раствор, состоящим из фенола и гуанидин изотиоцианата. Реагент полностью готов к использованию и предназначен для выделения тотальной РНК различного проимхождения: бактериальных, растительных клеток и клеток животных по методу Chomczynski P. и Sacchi N. (1987). Гуанидин изотиоцианат, входящий в состав TRIzol®, является одним из наиболее эффективных агентов, денатурирующих клеточные белки. Добавление TRIzol® к клеточному материалу приводит к быстрому лизису клеток и растворению их компонентов (без нарушения РНК). Клеточная РНК сохраняет растворимость в водном растворе гуанидин изотиоцианата при рН 4,0, тогда как другие клеточные компоненты и ДНК переходят в фенол. После разделения клеточного лизата на органическую и водную фазы РНК остается в верхней водной фазе, из котрой легко преципитируется спиртом. 

Для получения тотальной клеточной РНК клетки переносятся в центрифужную пробирку и осаждаются. К осадку клеток добавляется 10-кратный избыток (объем на объем) TRIzol®1 , тщательно ресуспензируется. Супернатант переносится в новую центрифужную пробирку, а осадок удаляется. К полученному гомогенному раствору  добавляется хлороформ, смесь интенсивно перемешивается, инкубируется 2-3 мин. при +15оС +30оС и центрифугируется 15 мин. при +2оС +8оС. К окончания центрифугирования раствор делится на нижнюю органическую фазу (фенол/хлороформную) красного цвета, содержащую липиды, полисахариды, полужидкую интерфазу, содержащую высокомолекулярную ДНК и остаток белков, и верхнюю бесцветную водную фазу, содержащую РНК. 

Верхняя водная фаза переносится в новую центрифужную пробирку, к ней добавляется 100% изопропанол. Смесь тщательно перемешивается пипетированием, выдерживается 10 мин. при +15оС +30оС и центрифугируется 10 мин. при +2оС +8оС. Супернатант удаляется, а к осадку РНК добавляется 75% раствор этанола, снова центрифугируется в 5 мин. при +2оС - +8оС. Супернатант удаляется. Осадок РНК высушивается 5-10 мин, затем растворяется в деионизированной воде, с последующим прогреванием раствора при +55-60оС 10 мин. Количество и качество выделенной РНК оценивается с помощью спектрофотометрии. Полученный препарат будет содержать гетерогенный пул мРНК, рибосомальную и транспортную РНК без примесей ДНК и полисахаридов. 

1.3.3  получение к ДНК (cDNA)

Комплементарная ДНК- это ДНК, синтезированная на матрице молекулы РНК с использованием  фермента обратной транскриптазы. Она комплементарна той РНК, с которой она была обратно транскрибирована. C помощью Thermus thermophilus, термостабильной ДНК-полимеразы, можно синтезировать ДНК на матрице зрелой РНК для. Ее используют для прямой детекции необходимой РНК методом ПЦР. Современные модификации этого метода дают возможность в одной пробирке синтезировать в реакции обратной транскрипции небольшое число копий ДНК на матрице РНК, которые могут сразу же использоваться тем же ферментом в качестве матрицы в ПЦР реакции (one tube PCR). Это метод называют методом ПЦР с обратной транскрипцией. 
1.3.4 Оценка зкспрессии гена  проведение Real-Time PCR

Оценку активности генов, т.е. экспрессию mRNA, проводили методом ПЦР – метод полимеразной цепной реакции. Поскольку было необходимо сравнить количественно образцы здоровых и больных с онкологическими заболеваниями, был использован количественный метод ПЦР в реальном времени - Real Time PCR. Этот метод комбинирует амплификацию  последовательности ДНК (DNA) с определением амплифицированного продукта в течение каждого цикла реакции, другими словами в реальном времени. Для постановки Real Time PCR необходимо меньше времени и этот метод не требует анализа конечного продукта в гель-электрофорезе, обеспечивая количественный результат. Чаще всего используется TaqDNA polymerase. С каждым циклом количество DNA удваивается и реакция продолжается до тех пор, пока не истощится один из реагентов и реакция не выйдет на плато. По окончании реакции амплифицированный продукт автоматически анализируется. Рост продукта идет экспоненциально, т.е. в геометрической прогрессии. Детекция продукта проводится по флуоресцентному сигналу, который появляется каждый раз, когда продукт удваивается. Чем меньше циклов амплификации требуется для появления продукта, тем более существенно его присутствие в образце. Цикл, в котором идет увеличение флуоресценции выше порогового значения обозначается как число CT . Это и есть единица измерения DNA в продукте. 
Для постановки Real Time PCR можно использовать различные красители. Один из  наиболее распространенных является SYBR Green I. Он относится к флуоресцентным красителям, которые включаются в двух-цепочечные DNA. Детекция с помощью этого красителя, несмотря на дешевизну и универсальность, менее специфична, чем использование красителя, который включается в одно-цепочечную DNA. Это связано с тем, что если праймеры свяжутся друг с другом, то метка-краситель будет связываться с ними и генерировать сигнал. Кроме того, SYBR Green I не может быть использован в multiplex (множественных) исследованиях, в которых в одной пробирке определяется несколько различных мишеней. По этой причине во многих исследованиях, в том числе и нашем, предпочтительно было применить более специфичный TaqMan метод. Каждый TaqMan зонд  представляет собой одноцепочечный олигонуклеотид, комплементарный мишеневой последовательности.  Это зонд имеет флуоресцентный краситель на 5' конце, чей сигнал глушится флуоресцентным гасителем на 3' конце, если нет комплементарности последовательностей зонда и искомой пробы. В случае комплементарности зонда TaqMan DNA полимераза начинает амплифицировать праймеры. Это сопровождается появлением флуоресцентного сигнала, по которому и идет количественная оценка продукта. 

Для проведения Real Time PCR использовалась  реакционная смесь следующего состава: 
1) Master Mix  - 13.5 µl, 
2) PCR Mix - 2.5 µl, 
3) cDNA (40ng) - 1.0 µl, 
4) Tag poi  -1.0 µl, 
5) MilliQ  - 2.0  µl. 

Условия амплификации: 

Стадия 1 – 
денатурация  - 95 оС – 3 мин

Стадия  2 –    45 циклов   
денатурация  - 95 оС – 10 сек,





Отжиг и элонгация 55 оС – 40 сек

1.3.5  Оценка зкспрессии гена  метод SmartFlare
SmartFlare – новый современный метод, визуализирующий mRNA в живых клетках с использованием проточной цитометрии. Меченые зонды для c-myc и c-kit прото-онкогенов уже разработаны. Детекция РНК в живых клетках с зондами SmartFlare позволяет вместо лизатов исключить этапы пробоподготовки и трансфекции. С использованием технологии инертных наночастиц специфическое обнаружение нативной РНК в живых клетках возможно в один шаг инкубации. Зонды покидают клетку, предоставляя возможность продолжать работу с этой же неповрежденной культурой. Преимущества этого метода. Работа с зондами SmartFlare для анализа экспресси генов в живых клетках исключает пробоподготовку, клеточный лизис и токсичность. Детекция в живых клетках. Наблюдение экспрессии генов в режиме реального времени наиболее точно отражает процессы в клетке. Нативная РНК. Амплификация не требуется, выявляется только нативная, эндогенная РНК, что исключает артефакты с традиционными методами амплификации. Отсутствие пробоподготовки. Единственный шаг инкубации, исключающий необходимость пробоподготовки. Открытая платформа детекции. Детекция сигналов флюоресценции с использованием платформы по выбору: микроскоп, персональный клеточный анализатор, проточный цитометр, сортер клеток и т.д. Отсутствие токсичности. Нетоксичные наночастицы попадают в клетку и покидают ее благодаря естественным механизмам, тем самым позволяя использовать эту же культуру для дальнейших экспериментов. Блокированный золотом краситель на репортерной нити. Золотая наночастица.ю. SmartFlare зонды состоят из золотой наночастицы, коньюгированной с дуплексом олигонуклеотидов, один из которых несет флюорофор. Сигнал флюорофора подавляется за счет близости к золотому ядру. -AAAAAAATCAACCATACACCGTGACTTTGCTTGACCC - AGTTGGTATGTGGCACT Capture Strand Reporter Strand Олиго-дуплексы состоят из "РНК захватывающей" нити (более длинная, связана с золотой наночастицей) и комплементарной ей "репортерной" последовательностью (более короткая, несет флюорофор).  Зонды для РНКдетекции SmartFlare поглощаются клеткой с помощью механизма эндоцитоза. Протокол тестирования клеток: клетки помещаются в лунки планшета (30,000 клеток в 200 мкл полной среды в каждую лунку 96-луночного планшета). Лиофилизат восстанавливается в 500 мкл дистиллированной воды. Растворенный  SmartFlare реагент разводится 1:20 стерильным фосфатно-солевым буфером для получения рабочего раствора. В каждую лунку добавляется по 4 мкл разведенного реагента. Инкубация 16-20 часов в инкубаторе  (37 C), CO 2 (5%) и относительной влажности (80%). Результаты определяются с помощью проточный цитометр, 
результаты
1). Проведено исследование экспрессии прото-онкогена c-kit в ЕК у 14 здоровых доноров двумя методами: Smart Flare с использованием проточной цитометрии and Real-Time PCR. Выделение EK клеток включало этап  выделения мононуклеарной фракции клеток из 20 мл периферической крови градиентным центрифугированием на фиколе плотностью 1,077 и негативную иммуно-магнитную селекцию. Чистота выделения и фенотип ЕК клеток подтверждалась экспрессией маркеров CD16/56 методом проточной цитофлуориметрии. C-kit-позитивная и c-kit-негативная субпопуляции ЕК были выделены из общей популяции клеток методом позитивной иммуно-магнитной селекции с помощью CD117 антител.  
У доноров уровень c- kit, определенный методом Smart Flare, составлял 3427 ±1510 (MFI) в C-kit-позитивной фракции (Рис. 1).  В C-kit-негативной фракции c- kit экспрессия практически отсутствовал, что свидетельствовало о чистоте выделения клеток. 
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Рисунок 1- Экспрессия c- kit mRNA, выявленная методом Smart Flare, в C-kit-позитивной субпопуляции EK клеток периферической крови  у здорового донора.

Для Real-Time PCR (qRTPCR) общая  RNA была изолирована согласно инструкции. cDNA была затем синтезирована с помощью the High-Capacity RNA-to-cDNATM Kit.  qRTPCR амплификация проводилась следующим образом:1 цикл 958C 3min; 45 циклов при 958С 10 s, при 558С  40 s. Праймеры: c-kit, Fw (5-GTCCTACGCTTCCAA-3), и Rev (5-ACTTCAATTATGAACGTC-3).  Результаты qRTPCR у доноров составляли 47.5 ± 23.7.
2). Экспрессия прото-онкогена c-myc в ЕК у 14 здоровых доноров.

Было проведено исследование экспрессии прото-онкогена c-myc в ЕК у 14 здоровых доноров методом Smart Flare с использованием проточной цитометрии. 
  Выделение EK клеток включало этап  выделения мононуклеарной фракции клеток из 20 мл периферической крови градиентным центрифугированием на фиколе плотностью 1,077 и негативную иммуно-магнитную селекцию. Чистота выделения и фенотип ЕК клеток подтверждалась экспрессией маркеров CD16/56 методом проточной цитофлуориметрии. C-kit-позитивная и c-kit-негативная субпопуляции ЕК были выделены из общей популяции клеток методом позитивной иммуно-магнитной селекции с помощью CD117 антител. Оценка c-myc экспрессии была проведена  методом Smart Flare. C-myc экспрессия в CD117(c-kit)-негативной фракции ЕК клеток была сходна с c-myc экспрессией  в  CD117(c-kit)-позитивной  фракции; таким образом, c-myc экспрессия была оценена в общей популяции ЕК клеток. У доноров уровень c-myc MFI составлял 3596±1031 (Рис. 2). 
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Рисунок 2 - Экспрессия c-myc mRNAв общей популяции EK клеток периферической крови  у здорового донора.
3). Были проведены исследования экспрессии прото-онкогена c-kit в ЕК у онкологических больных с раком легких и желудочно-кишечного тракта двумя методами: Smart Flare с использованием проточной цитометрии and Real-Time PCR. 
Забор периферической крови проводился  у больных с их информированного согласия согласно Хельсинкский Декларации и Нюрнбергского стандарта Федеративных правил (глава 45, том 46). 
Все больные – первичные, т.е. ранее не обращавшиеся по поводу данного заболевания, на 3-4 стадии заболевания. Образцы крови были взяты до проведения оперативного вмешательства. Из 14 исследованных больных 7 были с диагнозом c-r легкого, 2 с диагнозом c-r проксимального отдела желудка, 1 с кардиоэзофагеальным c-r желудка, 1 с c-r пищевода, 1 с c-r прямой кишки, 1 с с -ч анального канала, 1 с c-r желчного пузыря. Диагнозы были подтверждены данными гистологии. 

Выделение EK клеток включает этап  выделения мононуклеарной фракции клеток и негативную иммуно-магнитную селекцию. C-kit-позитивная и c-kit-негативная субпопуляции ЕК были выделены  из общей популяции клеток методом позитивной иммуно-магнитной селекции с помощью CD117 антител. 
У онкологических больных уровень экспрессии c- kit mRNA, определенный методом Smart Flare, составлял 267±128 (MFI) в C-kit-позитивной фракции (Рис. 3).  
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Рисунок 3 - Экспрессия c- kit mRNA, выявленная методом Smart Flare, в C-kit-позитивной субпопуляции EK клеток периферической крови  у онкологического больного.

Для Real-Time PCR (qRTPCR) общая  RNA изолируется согласно инструкции. cDNA затем синтезируется с помощью the High-Capacity RNA-to-cDNATM Kit.  qRTPCR амплификация проводилась следующим образом:1 цикл 958C 3min; 45 циклов при 958С 10 s, при 558С  40 s. Праймеры: c-kit, Fw (5-GTCCTACGCTTCCAA-3), и Rev (5-ACTTCAATTATGAACGTC-3).  

Сравнительные результаты экспрессии c- kit mRNA, выявленные методом Real-Time PCR (qRTPCR), в C-kit-позитивной субпопуляции EK клеток периферической крови  у здорового донора и больного с онкологическим заболеванием (Рис.4).
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Рисунок 4 - Сравнительный анализ экспрессии c- kit mRNA (qRTPCR), в C-kit-позитивной субпопуляции EK клеток периферической крови  здоровых доноров и онкологических больных.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты данного исследования позволяют сделать несколько важных выводов.
1. В ходе исследования экспрессии прото-онкогенов были параллельно использованы 2 метода: апробированный и широко-используемый  метод Real-Time PCR (qRTPCR) и новый, недавно разработанный, метод флуоресцентной детекции mRNA - Smart Flare. Сравнительный анализ экспрессии mRNA c- kit прото-онкогена в EK клетках  периферической крови  здоровых доноров и онкологических больных показал полную корреляцию между этими методами. Учитывая значительные преимущества метода флуоресцентной детекции mRNA - Smart Flare перед  трудоемким, энергозатратным и длительным по времени, сильно зависящим от субъективных причин (профессионализм и опыт исследователя) qRTPCR методом, результаты работы дают все основания для замены метода qRTPCR на метод Smart Flare в последующих исследованиях. Одно из самых важных преимуществ  метода  Smart Flare является визуализация результатов. Кроме того, этот метод легок в проведении, поскольку выполняется в один этап, в отличие от qRTPCR. Метод очень чувствителен, позволяет работать с небольшим количеством клеток и, что важно, живых клеток.  
2. Сравнительный анализ выявил достоверную разницу между экспрессией mRNA c- kit прото-онкогена в EK клетках  периферической крови  здоровых доноров и онкологических больных. Результаты показали резкое снижение экспресии mRNA c- kit в естественных киллерных клетках у онкологических больных, независимо от локализации, степени роста и стадии развития заболевания. Это, по всей видимости, отражает общий механизм развития онкологического процесса, который связан со снижением уровня жизненной активности ЕК клеток, первой и главной линии защиты в противоопухолевом иммунитете. Важная роль c-kit в жизнедеятельности ЕК хорошо изучена. Он отвечает за пролиферацию, созревание ЕК (41, 42). Глубокое нарушение функциональной активности ЕК клеток, обнаруженное у онкологических больных, возможно, объясняется сниженной экспрессией  c-kit- прото-онкогена, регулирующей метаболизм и жизнеобеспечение ЕК. 
3. В работе впервые проводились исследования по определению экспрессии протоонкогенов в иммунно-компетентных клетках, выделенных из периферической крови пациентов со злокачественными новообразованиями. Это пилотные исследования, не имеющие мировых аналогов. До сих пор экспрессия протоонкогенов оценивалась только  в раковых клетках и нарушения в их экспрессии связывались только со злокачественной трансформацией этих клеток. Результаты демонстрируют важность этого исследования и в отношении иммунной системы. Таким образом, полученные данные предполагают существенную роль  прото-онкогенов как в злокачественной трансформации клеток, так и в нарушениях иммунной системы при онкологическом процессе. И, если, как правило, в раковых клетках идет гиперэкспрессия онкогенов, связанная с мутационными процессами в самой структуре этого онкогена или гена –супрессора, то результаты наших исследований показывают абсолютно противоположные изменения в экспрессии этих онкогенов в ЕК клетках.  
4. Продолжение начатых исследований очень важно для выяснения механизма развития ракового процесса.  Только четкое понимание процессов, лежащих в основе иммунологического истощения, позволит проводить эффективное патогенетическое лечение и таргетную терапию онкобольных. 

Работа выполнена в полном объеме соответственно календарному плану на 2018 г. 
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